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小 麦 几 种 主要 次 生物 质 对 麦 长 管 蚜 几 种 酶 活力 的 影响 
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摘要 : 借助 麦 蚜 人 工 饲料 研究 明确 了 小 麦 几 种 主要 次 生物 质 单 宁 酸 、 总 酚 (没食子 酸 ) 和 香 豆 素 对 麦 长 管 是 Sitobion avenae 
的 存活 、 生 长 和 发 育 有 明显 的 抑制 作用 ， 其 抗 蚜 阔 值 浓度 分 别 为 0.06%、0.08 和 和 0.065 和 % 。 用 昆虫 蓝 系 体外 抑制 法 ， 研 究 
上 述 三 种 次 生物 质 的 抗 蚜 阔 值 浓度 对 麦 长 管 蚜 的 糖 转化 酶 和 解毒 酶 活力 的 影响 ， 结 果 表 明 : 0.06 狗 单 宁 酸 强烈 抑制 麦 长 管 
E AR RRENA e HI $- 转 移 酶 的 活力 ; 0.089039 & T Eg S RT S EET. RRMA DCH HK $- 转 
移 酶 的 活力 ;0.065 狗 香 豆 聚 极 显 著 地 抑制 谷 脱 甘 肽 $- 转 移 酶 活力 。 
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Effects of major secondary chemicals of wheat plants on enzyme activity in Sitobion 


avenae 
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100094. China? 


Abstract: The anti-herbivore effects of major secondary substances of wheat ( Triticum aestivum L. )» including tannic 


ricultural Sciences: Beijing 


acid» total phenolic compound and coumarin» on the grain aphid» Sitobion avenae» were investigated by adding them to 
a chemically defined diet. The impact of these secondary chemicals on the activity of amylase» invertase» trehalase» es- 
terase CCarE2 and glutathione S-transferase (GST? in grain aphids was measured in vitro. The results show that tannic 
acid» total phenolic compound and coumarin significantly decreased nymphal survival. development and weight gain: with 
their resistant threshold concentrations being 0.06496» 0.08% and 0.065% > respectively. At these concentrations: tan- 
nic acid strongly inhibited the activity of invertase» trehalase» CarE and GST and gallic acid Ctotal phenolic chemicals? 
greatly decreased the activity of invertase» CarE and GST. However: coumarin only strongly inhibited GST activity. 


Key words: Sitobion avenae: sugar invert enzymes: detoxification enzymes: secondary substances: anti-herbivore effect 


小 麦 植株 中 存在 多 种 主要 次 生物 质 〈 陈 巨 莲 
等 ，1997; Ding etal.» 2000; 刘 保 川 等 ，2002)， 它 


和 多 功能 单 加 氧 酶 “PSMOs)。Zhang 5; (1997) tE 
较 了 41 种 植物 多 酚 对 离 体 谷 胶 甘 肽 还 原 酶 (GSH- 


IREKE Sitobion avenae 的 生长 发 育 、 存 活 等 
具有 很 强 的 抑制 作用 《 陈 巨 造 等 ，20027。 对 蚜虫 
取 食 刺探 电位 EPG 的 研究 表明 ， 单 宁 酸 、 没 食 子 
酸 抑制 麦 长 管 蚜 的 取 食 《 另 文 发 表 )。 但 次 生物 质 
对 该 蚜虫 糖 转化 酶 的 影响 还 未 见报 道 。 

植物 次 生物 质 常 导致 害虫 水 解 酶 和 其 它 解 毒 酶 
活性 降低 《Waller，1987; 7 73 4028 D. 1998), 
这 可 能 是 植物 次 生物 质 抗 虫 性 原因 之 一 。 研 究 较 多 
Ki SGA RRE, AHA $- 转 移 酶 《GST) 
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RD》 的 抑制 作用 ， 发 现 它们 的 抑制 强度 有 明显 差 
异 : 查 尔 酮 > 单 宁 酸 > 黄酮 类 化 合 物 > 香 豆 素 JL 
茶 素 。Leszczynski 和 Dixon (1992) 证 明 丁 布 能 降低 
麦 长 管 蚜 GST 活力 。 罗 万 春 和 莫 卫 (1998》 采用 体 
内 和 体外 试验 研究 发 现金 省 花 碱 和 苦 豆 碱 对 小 菜 蛾 
的 羧 酸 醋 酶 有 明显 的 抑制 作用 。 此 外 ， 植 物 次 生物 
质 还 对 昆虫 的 解毒 酶 系 产 生 诱 导 作用 。 解 毒 酶 系 的 
变异 是 昆虫 取 食 适应 性 的 最 重要 的 形式 之 一 〈Lin- 
droth，1989)。 在 高 抗 小 麦 品 种 上 饲养 多 代 可 诱导 


主要 从 事 小 麦 抗 虫 机 理 、 小 麦 与 麦 蚜 互 作 关系 以 及 昆虫 分 子 生 物 学 
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植物 次 生物 质 通常 贮存 在 液 泡 和 表皮 细胞 等 外 
部 组 织 中 (Mentink et al.» 19842. J EE BRUSH D 
布 (Raven，1983)。 许 多 植物 次 生物 质 从 蚜虫 或 其 
它 吸 食 韦 皮 部 半 让 的 同 翅 目 昆 虫 的 密 露 或 腹 管 分 泥 
物 中 可 检测 到 (Dreyer et al.» 1985; Molyneux et 
al.» 19900, RIT RERA IFTE B SCR — 6 Ej gi 
蚜 相 关 的 次 生物 质 。 

我 们 采用 在 卖 蚜 的 酶 粗 提 溢 反应 体系 中 加 次 生 
物质 至 抗 蚜 阔 值 浓度 的 体外 抑制 测定 法 ， 研 究 其 对 
蚜虫 糖 转化 酶 和 解毒 酶 活力 的 影响 ， 以 便 探 明 次 生 
物质 抗 蚜 的 生理 生化 机 制 ， 为 更 好 地 利用 小 麦 上 自生 
的 防御 机 制 、 提 高 对 麦 蚜 的 自然 控制 作用 提供 理论 
依据 。 


1 材料 和 方法 


1.1 RHE 

取 500 ~ 1 000 3& 3 8$ A EREA, 加 入 5~ 
10 mL 预 冷 的 相应 酶 缓冲 液 ， 在 冰 浴 中 旬 浆 ， 勾 浆 
液 在 12 000 r/min 下 离心 15 min， 取 上 清 液 作为 酶 
液 ， 并 测定 蛋白 含量 ， 反 应 体系 中 酶 量 为 20 ~ 50 
ug BARE. 
1.2. 几 种 次 生物 质 抗 蚜 性 的 生物 测定 

单 宁 酸 、 儿 茶 素 〈Sigma 公司 ) 总 酚 〈 用 没 食 
子 酸 代 替 ) (中 国医 药 公 司 ); 香 豆 素 《Fluka 公 
HD. 芸香 苷 、 榭 皮 素 (由 武 予 清 博士 提供 )， 丁 布 
和 门 布 《由 王 振 营 博士 提供 )。 在 人 工 饲 料 中 加 入 
不 同 量 的 次 生物 质 ， 配 成 相应 的 浓度 ， 即 : AM 
《 即 没食子 酸 ) 和 儿 茶 素 在 0.01596 ~ 0.09596 之 间 
设 8 个 浓度 , 单 宁 酸 在 0.01596 ~ 0.06096 2.18] i& 5 
个 浓度 ， 其 余 几 种 次 生物 质 均 在 0.035% ~ 0.095% 
之 间 设 5 个 浓度 。 麦 长 管 蚜 的 人 工 饲 料及 饲养 方法 
见 陈 巨 莲 等 《2000)， 以 存活 率 、 死 亡 率 、 晓 皮 指 
数 COS (ARERR ERZO] 及 若是 增 
重 作为 抗 性 评价 指标 ， 用 Duncan 新 复 极 差 法 作 统 
计 分 析 ， 确 定 抗 麦 长 管 蚜 主 要 次 生物 质 种 类 ;再 以 
上 述 参 数 为 因子 ， 对 同一 种 次 生物 质 不 同 浓度 进行 
聚 类 分 析 确 定 各 种 次 生物 质 的 抗 蚜 阔 值 。 
1.3 次 生物 质 贮 液 配制 

0.395:& 77 R&. OK), 0.42960 没食子 酸 OK 








溶 )，0.36% 香 豆 素 〈 醇 溶 )， 以 不 加 次 生物 质 的 酶 
反应 体系 作对 照 (CK)。 根 据 次 生物 质 对 麦 蚜 的 抗 
性 阔 值 生 测 结果 分 别 确定 单 宁 酸 、 没 食 子 酸 和 香 豆 
素 作 为 酶 反应 抑制 剂 的 浓度 。 

1.4 几 种 酶 活力 测定 方法 

1.4.1 淀粉 酶 : 取 0.2 mL 296 UE F3. 0.2 mL 0.2 
mol/L 磷酸 缓冲 液 《PBS) (pH 6.0)，0.2 mL 酶 液 ， 
加 0.2 mL 抑制 剂 温 色 ， 室 温 下 反应 10 min 后 ， 置 
F 37K 60 min， 加 1 mL 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 中 止 
反应 ， 然 后 沸水 浴 5 min， 于 550 nm 波长 测 吸 光 值 。 
以 无 酶 反应 体系 即 用 0.2 mL 0.2 mol/L PBS 《pH 
6.00 RER, FAWR: 正常 酶 活力 以 0.2 mL 
PBS 代 蔡 抑制 剂 。 

1.4.2 JE WEBS: EX 0.2 mL 495 FE SE. 0.2 mL 0.2 
mol/L PBS 《pH 5.52. 0.2 mL 酶 液 ， 加 0.2 mL 抑制 
HEZ., Ei PM 10min. ET 377K 60 min: 
Jl 1mL 3.5 -二 硝 基 水 杨 酸 中 止 反 应 ， 然 后 沸水 浴 5 
min: T 550 nm 波长 测 吸光 值 。 以 无 酶 反应 体系 即 
用 0.2 mL 0.2 mol/L PBS pH 5.5 代替 酶 液 ， 作 为 对 
照 ， 正 常 酶 活力 以 0.2 mL PBS 代替 抑制 剂 。 

1.4.3 海藻 糖 酶 : 取 0.2 mL 390 18 E. 0.2 mL 
0.2 mol/L PBS 《pH 5.52. 0.2 mL E. 300.2 mL 抑 
制剂 混 勾 ， 室 温 下 反应 10 mie A 37K 60 
min， 加 1 mL 3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 中 止 反 应 ， 然 后 沸 
水 浴 5 min， 于 550 nm 波长 测 吸光 值 。 无 酶 反应 体 
系 及 正常 酶 活力 反应 体系 同方 法 1.4.2。 

1.4.4 RRE CCarEO: EX 3.6 mL a ZRAZ M 
(a-NA)，0.9 mL 抑制 剂 ，0.1 mL 酶 被 混 匀 后 ， 置 
30*C7K78 15 min 后 ， 加 1mL DBLS 试剂 C196 E 5 B 
与 5% 十 二 烷 基 硫酸 钠 以 2:5 混合 }， 反 应 15 min 
M. F 600 nm 波长 测 吸光 值 。 

$È: LRZ: 溶 于 丙酮 中 ， 配 成 0.03 mol/ 

L 贮 液 ， 使 用 前 用 0.04 mol/L PBS 稀释 全 3 x 10 * 
mol/L; 正常 酶 以 0.9 mL 0.04 mol/L PBS {Ñ E {M ti 
剂 。 
1.4.5 谷 脱 甘 肽 S 转 移 酶 : 取 1.7 mL 0.1 mol/L 
PBS. 1.0 mL 抑制 剂 ，0.7 mL 30 mmol/L GSH，50 uL 
0.1 mol/L  1-53&-2.4 -二 硝 基 茶 (CDNB) 和 0.3 
mL 酶 液 混 匀 后 ， 在 23% 下 反应 30min. T 340 nm 
波长 测 吸光 值 。 

注 : 将 CDNB 溶 于 乙醇 中 配制 成 0.1 mol/L 贮 
iR: 正常 酶 以 1mL 0.1 mol/L PBS 代替 抑制 剂 。 
1.5 数据 处 理 

以 ANOVA/MANOVA 统计 方法 统计 分 析 数 据 ， 
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并 进行 多 重 比较 。 
2 Hia 


ZF X ^E 2 98 B3 AS TL TRES] EHE EDT B Ed 
生长 及 发 育 的 影响 见 表 1. 0.06095 $ T IE. 
0.080 细 没食子 酸 、0.065% 香 豆 素 均 能 显著 地 降低 
蚜虫 的 存活 率 ， 抑 制 生长 〈 若 蚜 增 重 ) AMRA O 
皮 指 数 )。 将 这 三 种 次 生物 质 的 上 述 浓度 定 为 抗 麦 
长 管 蚜 的 阔 值 浓度 ， 并 以 此 作为 酶 活力 测定 试验 的 
抑制 剂 浓度 。 


2.1 次 生物 质 对 麦 长 管 蚜 淀粉 酶 和 糖 转化 酶 活力 
的 影响 

蚜 忠 离 体 酶 活力 测定 结果 ( 表 2) 表明 ， 单 宁 
酸 和 没食子 酸 显著 抑制 蔗糖 酶 活力 ， 但 香 豆 素 能 刺 
激 该 酶 活力 ; 单 宁 酸 和 没食子 酸 显 著 抑 制 海藻 糖 酶 
活力 ; 单 宁 酸 和 没食子 酸 对 淀粉 酶 无 明显 的 影响 ， 
香 豆 素 还 显著 刺激 该 酶 的 活力 。 
2.2. 次 生物 质 对 麦 长 管 蚜 解毒 酶 活力 的 影响 

单 宁 酸 和 没食子 酸 显 著 抑制 羧 酸 醋 酶 活力 ; 三 
种 次 生物 质 极 显著 地 抑制 谷 胶 甘 肽 S- 转 移 酶 活力 
(XE 3)。 


表 1 人 工 饲 料 中 阅 值 浓度 次 生物 质 对 麦 长 管 蚜 的 影响 * 
Table 1 Effects of threshold concentrations of secondary chemicals in the diet on nymphal S. avenae (Mean+ SD)* 





次 生物 质 FRE (06) 晓 皮 指数 增 重 (mg) 

Secondary chemicals Survival Molt index Weight gain 
0.060% 单 宁 酸 tannic acid 38.35 € 16.27 c 1.41 +0.15 c 0.051 + 0.012 b 
0.08046 72 & T E? gallic acid 75.14 + 13.33 b 1.33 € 1.10 c 0.046 + 0.027 b 
0.065 96r &3.3& coumarin 66.40 x 7.12 b 2.05 + 0.20 b 0.031 + 0.006 b 
对 照 CK 94.06 + 3.94 a 3.75 x 0.17 a 0.195 € 0.053 a 





xa b c 表示 在 Duncan 显著 性 测验 中 P «0.05 水 平 下 差异 显著 ， 相 同 字母 表示 差异 不 显著 。 蚜 虫 饲养 在 22+ 1%C， 光 周期 为 12:12 (L 
:D)， 适 宜 的 湿度 条 件 下 进行 
a: b» c indicated significant difference at P < 0.05 in Duncan' s test» but the same letter showed no significance. The aphids were feed on diet at tempera- 


ture of 22+ 1°C, photoperiod of 12:12 CL: DO» and with suitable relative humidity 





3X2 次 生物 质 对 麦 长 管 是 淀粉 酶 、 芒 糖 栈 和 海藻 糖 酶 活力 的 影响 
Table 2 Effects of secondary chemicals on activity of amylase, invertase and trehalase in S. avenae 
i 底 物 蛋白 含量 酶 反应 酶 比 活力 * 相对 活性 
bacis E Content of protein m Specific activity Relative 
ug) [ OD/Cmg* min? ] activity 
vETIBS 淀粉 33.70 ÉS enzyme (CK) 0.2747 1.00 b 
amylase starch 酶 + 单 宁 酸 enzyme + tamic acid 0.2010 0.73 b 
ES + 没食子 酸 enzyme+ gallic acid 0.3000 1.09 b 
ES + 香 豆 素 enzyme + coumarin 0.9430 3.43 a 
g BENE 45.17 酶 enzyme (CIO 1.3320 1.000 b 
invertase sucrose ES + 单 宁 酸 enzyme + tannic acid 0.0813 0.060 c 
酶 + 没食子 酸 enzyme + gallic acid 0.4240 0.318 d 
酶 + 香 豆 素 enzyme + coumarin 1.8880 1.417 a 
AR H 45.17 É& enzyme (CK) 1.543 1.000 b 
trehalase trehalose ES + T E? enzyme + tannic acid 0.638 0.414 c 
ES + 没食子 酸 enzyme + gallic acid 1.460 0.946 b 
酶 + 香 豆 素 enzyme + coumarin 2.719 1.762 a 


* Bst 7229 3 次 测定 的 平均 值 。 显 著 性 测定 ， 小 写字 母 及 大 写字 母 分 别 表示 P «0.05 R P «0.01 显著 水 平 ， 相 同 字母 差异 不 显著 。 
表 3 nl 
Specific activity was the mean of three measured values. Means followed by lower case or capital letters are significant at P «0.05 or P < 0.01 respectively: 


those followed by the same letter are not significantly different. The same for the following table 
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RI 次 生物 质 对 麦 长 管 蚜 二 种 解毒 酶 活力 的 影响 


Table 3 Effects of secondary chemicals on activity of two detoxification enzymes in S. avenae 


蛋白 含量 
Es 底 物 酶 反应 
Content of 
Enzyme Substrate Preincubation 
protein C pg) 
2 Re EBBS 于 乙酸 蔡 酯 26.0 酶 enzyme (CK) 
CCarE2 Ca-NA2 ES + ET E? enzyme + tannic acid 
酶 + 没食子 酸 enzyme + gallic acid 
ES. 香 豆 素 enzyme + coumarin 
4 BER EK CDNB 32.7 KS enzyme (CK) 
S-41 BS ES + THR enzyme + tannic acid 
CGST) 酶 没食子 酸 enzyme + gallic acid 


i 香 豆 素 enzyme + coumarin 


2.3 次 生物 质 抗 蚜 机 理 分 析 

单 宁 酸 不 仅 显 著 抑制 蔗糖 酶 和 海藻 糖 酶 活力 ， 
影响 蚜虫 对 糖 的 转化 和 能 量 利用 ， 而 且 还 强烈 抑制 
RRE Cak) MEWHIK S- 转 移 酶 〈GST) 活 
力 (图 1)， 使 蚜虫 的 解毒 能 力 下 降 ， 因 而 对 麦 蚜 有 具 
有 很 强 抗 性 作用 。 没 食 子 酸 显 著 抑制 蔗糖 酶 活力 。 
由 于 莽 糖 是 麦 蚜 的 主要 糖 源 ， 因 而 影响 蚜虫 对 能 源 
物质 的 转化 和 利用 ;， 它 还 显著 地 抑制 CarE 和 GST 
活力 〈 图 2)。 因 而 没食子 酸 既 可 阻碍 蚜虫 对 能 量 
的 利用 ， 又 能 降低 其 解毒 能 力 ， 是 形成 对 麦 蚜 很 强 
抗 性 的 主要 原因 之 一 。 香 豆 素 对 转化 酶 和 CarE 活 
力 没 有 明显 负 作 用 ， 但 极 显著 地 抑制 GST 活力 











相对 活力 
Relative activity 
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酶 比 活性 相对 活性 
Specific activity Relative 
[ OD/Cmg* min) ] activity 
1.247 1.000 a 
0. 263 0.211 b 
0.280 0.225 b 
1.263 1.010 a 
0.930 1.000 aA 
0.125 0.134 dD 
0.488 0.525 bB 
0.187 0.201 cC 
1. 09 
1. 00 
0. 95 
0. 53 
0. 32 
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没食子 酸 对 麦 长 管 蚜 五 种 酶 相对 活力 的 影响 


2 Relative effect of gallic acid on activity of five 


《图 3)。 它 对 蚜虫 的 不 良 影响 可 能 主要 是 使 麦 蚜 解 图 2 
毒 能 力 下 降 造成 的 。 Fig. 
L2 
| 1.0 4. 00 
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图 1 单 宁 酸 对 麦 长 管 蚜 五 种 酶 相对 活力 的 影响 
Fig. 1 Relative effect of tannic acid on activity of five 
enzymes in $. avenae 
A: 对 照 CK; B: 淀粉 眩 amylase; C: ANANS invertase; 
D: 海藻 糖 酶 rehalase; E: XEEPBBES CarE; F: 4B HK S- 
转移 酶 CST. Él 2 与 图 3 同 此 The same for Fig. 2 and Fig. 3 


enzymes in S. avenae 











酶 类 Enzymes 


图 3 香 豆 素 对 麦 长 管 是 五 种 酶 相对 活力 的 影响 


Fig. 3 Relative effect of coumarin on activity of five 


enzymes in S. avenae 
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3 讨论 


我 们 的 研究 结果 表明 ， 小 麦 主要 次 生物 质 如 单 
宁 酸 、 没 食 子 酸 和 香 豆 素 等 在 阔 值 浓度 下 能 显著 影 
响 麦 长 管 蚜 的 生长 发 育 和 存活 。 生 化 测定 表明 ， 这 
些 次 生物 质 对 蚜虫 糖 转化 酶 有 不 同 的 影响 : 单 宁 酸 
对 蚜虫 的 蔗糖 酶 和 海藻 糖 酶 有 很 强 的 抑制 作用 ， 而 
香 豆 素 对 麦 蚜 的 糖 转化 酶 有 刺激 作用 。 武 予 清 等 
(1996) 的 研究 表明 ， 单 宁 酸 、 香 豆 素 对 叶 螨 的 芒 
糖 转 化 酶 、 淀 粉 转化 酶 和 海藻 糖 酶 活力 均 有 抑制 作 
用 。 香 豆 素 对 这 两 种 刺 吸 式 昆虫 转化 酶 活力 的 作用 
差异 悬殊 ， 其 原因 还 不 清楚 。 没 食 子 酸 除 了 对 蕊 糖 
转化 酶 有 显著 抑制 作用 外 ， 对 其 它 两 种 转化 酶 的 作 
用 不 明显 。 

Ishaaya 和 Swirski (19762 iA 7g Bü M m dx ET 
Saissetia oleae 体内 的 消化 酶 一 一 蔗糖 酶 和 海藻 糖 酶 
活力 可 以 作为 评价 寄主 拒食 活性 、 取 食 刺激 作用 以 
及 寄主 适合 度 的 指标 。 海 落 糖 酶 在 昆虫 的 能 量 供应 
中 具有 十 分 重要 的 作用 ， 其 活力 可 以 作为 它们 对 中 
碳水 化 合 物 能 量 转化 的 指标 。 单 宁 酸 、 没 食 子 酸 抑 
制 考 长 管 蚜 蔗糖 酶 和 海藻 糖 酶 活力 ， 可 能 影响 其 对 
碳水 化 合 物 中 能 量 的 转化 ， 从 而 对 该 蚜 产 生 抗 生 
性 。 

单 宁 酸 、 没 食 子 酸 和 香 豆 素 还 明显 抑制 麦 长 管 
EF CarE 和 GST 的 活力 ， 降 低 蚜虫 解毒 能 力 ， 这 也 
许 是 次 生物 质 对 该 蚜 抗 生性 另 一 原因 。 由 上 述 研究 
结果 推测 ， 单 宁 酸 和 没食子 酸 对 麦 长 管 蚜 存 活 、 生 
长 和 发 育 的 影响 可 能 与 其 对 蚜虫 糖 转化 、 利 用 效率 
和 使 其 解毒 能 力 下 降 有 关 ; 香 豆 素 的 抗 蚜 性 可 能 与 
降低 蚜虫 的 解毒 酶 活力 有 关 。 

昆虫 解毒 酶 系统 的 类 型 可 能 与 其 特定 的 取 食 习 
性 有 关 (Lindroth, 1991). ZIF ER E F EAH 
皮 部 汁液 的 刺 吸 式 害 虫 。Mullin (1986) 认为 蚜虫 
解毒 酶 系 除 了 GST 外 ， 可 能 还 有 葡萄 糖 基 转 移 酶 
参与 ， 而 多 功能 氧化 酶 〈PSMOs) 和 环 氧 水 解 酶 活 
性 可 能 很 低 。 刺 吸 式 害虫 对 有 毒物 质 比 鞘 示 目 和 鳝 
霄 目 昆 虫 更 敏感 〈 武 子 清 等 ，1996)。 对 于 麦 长 管 
蚜 的 和 葡萄糖 基 转移 酶 的 活力 、 不 同 抗 性 品种 以 及 用 
一 种 或 多 种 抗 蚜 次 生物 质 的 人 工 饲 料 多 代 饲 养 诱导 
蚜虫 活体 解毒 酶 的 变化 规律 等 有 竺 进一步 研究 。 
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